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A論 文 内 容 要 旨         E
 本論文は、バイオ・材料サンプルを対象とした電気化学計測のための電極アレイシステムの高機能化
に関する研究を論じたものである。化学反応を電気的シグナルに置き換える電気化学的手法は、定量か
つリアルタイム性に優れた分析法である。中でも、センサ電極を基板に多数配列した電極アレイを用い
る事でハイスループット測定やイメージング解析が可能となり、例えば、生体に近い機能を持つ三次元
培養細胞等を分析対象とする移植医療や創薬の分野においてニーズがある。現在まで様々な電極アレイ
が開発されているが、電極が単純に平面配列され、配線が基板面積の大部分を占めたためセンサの集積
化に限りがあった。本研究では、配線数削減によるセンサの高集積化を軸に、高感度化さらには多項目
化など電極アレイシステムの機能向上を検討した。そして、細胞および材料解析に応用しその有意性を
検討した。これにより、バイオ･材料領域の様々な現象へ効果的にアプローチ可能な分析手法の創出を
目指した。本論文は 8 章より構成されている。第 2 章では電極アレイの作製に関して、第 3 章から第 7
章では本研究で開発した電極アレイシステムについて述べている。各章の要旨を以下に示す。
第 1 章「序論」では研究の中心である電極アレイの開発について研究背景を概説し、その重要性を述
べた。また、電気化学計測の原理や生体関連分子検出へのアプローチ、電気化学的な細胞操作技術を述
べ、本論文全体の構成を示した。
第 2 章「実験操作」では本研究で用いた電極アレイの作製方法についてフォトリソグラフィ技術を中
心に述べた。第 3 章と第 4 章ではガラスを基板として電極アレイを作製した。第 5 章から第 7 章で使用
した電極アレイは集積回路（large-scale integration; LSI）チップを基板として、ダイシングやワイヤボン
ディング等の微細加工技術を駆使して作製した。電気化学測定機器の工夫や特性、使用した細胞の培養
条件についても詳しく記載した。
第 3 章「高感度細胞アッセイに向けたナノ空間電極アレイの開発」では、電極アレイを用いた高感度
計測法および細胞操作技術の開発について述べた。格子状に配置した電極の交差点で局所的にレドック
スサイクル（酸化還元反応を繰り返す現象）を誘起する LRC-EC（local redox cycling-based electrochemical）
計測システムを用いる事で、各交差点をセンサとして扱え 2n 本の配線で n2個のセンサを構築できる。
なお、レドックスサイクルはシグナル増幅現象としても利用でき、電極間隔が短いほどその効率が向上
する。LRC-EC システムを採用した従来の電極アレイではセンサを平面上に作製しており、単純なフォ
トリソグラフィでは 1 μm 以下の電極間隔の実現は困難だった。そこで、電極を三次元的に積み上げ電
極間の薄膜を除去し、空間を形成する手法で電極間隔を縮め高感度化を図った。上下 Pt 電極間に予め作
製した膜厚約 230 nm の Cr 犠牲層をエッチングし、その厚み分の高さのナノ空間を形成した。これをセ
ンサ 4×4 点で形成しナノ空間電極アレイを作製した。各電極に適切な電位を順次印加する事で、レドッ
クスサイクルを局所誘導できる。実際にマウス胚性幹細胞で形成された胚様体（EB）のアルカリホスフ
ァターゼ（ALP）活性を測定したところ、従来と比較して電流密度が約 21 倍向上し高感度な細胞アッセ
イに成功した。また、本電極アレイで細胞操作システムも展開した。デバイスの上部 260 μm の高さに
酸化インジウムスズ（ITO）電極を配置し、ITO 電極と電極アレイ間で誘電泳動を行った。その結果、
センサ近傍および流れてきた EB をセンサ部分で捕捉する事に成功した。以上より、本電極アレイシス
テムはサンプルの自動配置かつ高感度なバイオアッセイ法としての応用が期待できる。 
 第 4 章「電極アレイの大規模集積化に向けたデジタル計測システムの構築」では、電気化学シグナル
の処理法の改善に着目したアレイ化技術の開発について述べた。第 3 章ではレドックスサイクルという
化学現象を利用した回路のスイッチングにより配線数削減を達成した。しかし、センサ数の増加に伴い
依然として多くの配線を要するのが現状であった。そこで、シグナル処理法の刷新により配線削減を目
指した。マクロ電極において、電流値は測定面積に対して線形性を示す。そのため、1 本の電極に面積
の異なる複数の作用極を設け、電流値から測定電極面積が求まり、目的のシグナルを検出したセンサを
割り出せる。この原理に基づき、1 本の電極に複数のセンサを構築した。各ウェルで三電極系（作用極、
参照極および対極）を構築し液滴を形成可能な、3×3 ウェルアレイを作製した。各行のウェルには 1, 2, 4 
mm2の異なる作用極面積を設けた。各行から取得した電流値は規格化され、二進法に基づきデジタルデ
ータへと変換し出力した。実際に任意の液滴配列で測定した結果、取得したデジタルデータと液滴配列
との一致を確認できた。今後、1 本の電極からさらに多数のセンサを構築し、生体関連分子の大規模同
時検出やデジタル PCR のような高精度なバイオアッセイへの展開が期待できる。 
 第 5 章「LSI 型電極アレイを用いた電流計測による新規イメージング法の開発」では LSI 型電極アレ
イデバイス（Bio-LSI）を用いた多項目電気化学イメージング法の開発について述べた。膨大なスイッチ
ング素子を有する LSI 上に 400 点のセンサ電極を 250 μm 間隔で組み込んだ Bio-LSI は、リアルタイムな
イメージングを得意とするが、従来の測定システムでは全電極に同一の電位を印加したため多項目計測
が困難だった。そこで、リアルタイム性と多項目化のトレードオフを解決する新規イメージングシステ
ムを開発し、細胞解析へ応用した。多項目イメージングに向けて、隣接する電極で印加電位が異なるよ
う 2 種類の電位を印加し、各電位に対応した 2 枚のイメージを取得した。各データを補間後、両イメー
ジを統合し 2 種類の化学種に由来するシグナルを 1 枚のイメージに表示した。以上の原理に基づく多項
目計測法の実現を検討した。実際に、ラット副腎髄質由来褐色細胞腫（PC12 細胞）の呼吸活性および
ドーパミン放出の同時計測へ応用した。呼吸活性は溶存酸素を-0.50 V（vs. Ag/AgCl（sat. KCl））で還元
し、還元電流値が小さければ呼吸活性による酸素消費を示す。ドーパミンは 0.60 V で酸化しその酸化電
流を検出した。高 K+濃度溶液で PC12 細胞塊を刺激しイメージングしたところ、細胞塊近傍で低い還元
電流値および高い酸化電流値を取得できた。各電流値変化を同時に追跡でき、細胞の多項目イメージン
グに成功したと言える。本手法により、分析の効率化や細胞機能の新たな相関性の探索が今後期待でき
る。 
 第 6 章「LSI 型電極アレイを用いた開回路電位計測式バイオイメージング」では、Bio-LSI の開回路電
位計測モードを利用した非侵襲バイオイメージングの実現について述べた。第 3 章から第 5 章までは電
流検出に基づく計測を行ってきた。電流計測は定量性に優れる一方、電極表面での物質生成・消費を伴
い生体試料への影響が懸念される。そこで、電極反応を伴わない開回路電位計測によるバイオイメージ
ングを Bio-LSI を用いて検討した。分析対象はマウス胚性幹細胞で形成された EB の ALP 活性とした。
はじめに、ALP 溶液を用いて ALP 検出を検討した。ALP の基質分子である p-アミノフェニルホスフェ
ート（PAPP）溶液中に ALP 溶液を添加したところ、PAPP 非存在下と比較して開回路電位が大幅に減少
した。これは酵素反応で p-アミノフェノールおよびリン酸が生成した事に起因すると考えられ、ALP の
検出が示唆された。実際に EB を 4.7 mM PAPP 溶液中に導入し測定したところ、EB 近傍で開回路電位
が減少した。固定化した EB で測定した際も同様の傾向を示したため、酸素を消費する呼吸活性ではな
く ALP 活性のイメージングに成功したと言える。本手法は溶液中の化学種分布を変化しないため、より
低侵襲なイメージング法としてバイオアッセイへの応用が今後期待できる。 
 第 7 章「LSI 型電極アレイを用いた材料特性の電気化学イメージング」では、Bio-LSI を用いた材料特
性評価へのアプローチ方法の開発について述べた。材料表面の構造や触媒活性は電気化学的に計測でき
る。従来は材料表面近傍でプローブ型電極を走査しそれらを解析していたが、広域に渡る解析では長時
間要するという課題が挙げられた。そこで、予め多数のセンサ電極を配置した Bio-LSI を用いて広域か
つ迅速な材料評価法を検討した。センサ電極と絶縁体サンプルが離れていれば化学種が電極へ十分供給
されるが、接近した際は供給が妨害され電流値が減少する。このネガティブフィードバック効果を利用
して材料表面の凹凸形状を測定した。実際に、ガラス基板上に風車型の SU-8 構造物を作製し Bio-LSI
上にのせ、1 mM FcCH2OH 溶液中でその酸化電流を計測した。その結果、電極に最接近した SU-8 下で
電流値が大幅に減少し、形状に準じた電気化学イメージが得られた。形状以外にも、金属分布や表面電
荷など様々な材料特性を Bio-LSI の計測システムで広域かつ迅速に評価できると考えられ、材料評価技
術発展へのフィードバックが今後期待できる。 
 第 8 章「総括」では本研究を総括し、今後の展望を示した。本研究では少数の配線で多数のセンサを
構築可能な電極アレイ計測システムをコンセプトに、バイオ分析および材料評価に向けた新規計測法の
開発を行った。LRC-EC システムはシグナル増幅機構を取り入れており、本研究によりさらなる高感度
化を達成した。デジタル計測システムの開発では電気化学シグナルの新たな処理法を提案し、センサの
高集積化への可能性を示した。また、Bio-LSI を機軸としたリアルタイムイメージング法では多項目化、
開回路電位計測の導入および材料評価への展開に成功した。本研究成果は今後、分析対象の性質および
分析ニーズを把握した上で、より効果的なバイオ・材料分析技術としての応用が期待できる。そして、
医療や環境など幅広い実社会への適用を見据えた、センシング技術開発への貢献が期待できる。 
（別紙） 
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論文審査結果の要旨 
 
 本論文は、バイオ・材料サンプルを対象とした電気化学計測のための電極アレイシステムの高機能化に関する研
究を論じたものである。解析を効果的に行うため、電極センサの集積化を軸に感度、評価項目数等の向上を追及し
た電気化学デバイス/システムを開発し、それらを細胞および材料解析に適用した場合の有意性について論じている。 
 
 本論文は 8 章から構成されている。第 1 章の序論では、研究の中心である電極アレイの開発について研究背景を
概説し、研究の重要性を述べている。また、電気化学計測の原理や生体関連分子検出へのアプローチを述べ、本論
文全体の構成を示している。 
 第 2 章では、研究で用いた電極アレイの作製方法を述べている。さらに、測定機器の工夫や特性、細胞培養につ
いて詳しく記載している。 
 第 3 章では、ナノ空間電極アレイによる高感度細胞アッセイについて述べている。ナノ空間内で酸化還元反応を
繰り返し誘導し、シグナルを大幅に増幅する電極アレイの開発に成功している。また、誘電泳動をデバイス上で行
い、細胞塊をセンサで自動捕捉するシステムを構築した。 
 第 4 章では、電極センサの大規模集積化に向けたデジタル計測システムの開発について述べている。電気化学シ
グナルの処理法の改善に着目し、1本の作用極上に複数のセンサを構築する手法を検討している。また、グルコース
検出への応用し、デジタル計測システムとして機能する事を実証した。 
 第5章では、集積回路(LSI)型電極アレイ、Bio-LSIを用いて多項目電気化学イメージングシステムの開発について
述べている。任意の電極へ電位印加可能な測定モードと、シグナル処理を駆使して多項目化を達成した。さらに、
ラット副腎褐色細胞腫(PC12細胞)の多項目解析に成功した。 
 第6章では、非侵襲バイオイメージングに向けたBio-LSIの開回路電位計測への展開について述べている。特定の
レドックス対を利用して、開回路電位計測の基礎検討をした。マウス胚性幹細胞塊のアルカリホスファターゼ活性
を、最適な酵素基質を選択および利用してモニタリングに成功した。 
 第7章では、Bio-LSIを利用した材料特性の評価法の開発について述べている。絶縁体のセンサへの接近による電
流値低下現象を利用し、ガラス基板上のSU-8構造物の形状計測に成功した。さらに、ガラスビーズに由来する開回
路電位の変化を検出し、材料表面の特性を評価できる事を確認した。 
 第8章では、本研究を総括し、今後の展望を示した。 
 
 以上のように、本論文は、電極アレイシステムやセンサの集積化・高機能化に関する研究成果、並びに、開発し
たシステムやデバイスをバイオ・材料計測に適用した研究成果を記載したものである．本研究で得られた知見は、
バイオ・材料領域における計測技術への貢献が期待でき、本論文は、環境生命化学およびセンサ工学の発展に寄与
するところが少なくない。 
 
 よって，本論文は博士(学術)の学位論文として合格と認める。 
 
    
 
 
